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Summary
　　Even　though　bacterial　etiology　of　adult　periodontitis　has　been　investigated　for　many
years，　the　causative　agents　have　not　convincingly　been　determined．　However，　the　follwing
techniques　and　observations　provided　evidence　that　gram　negative　rods　and　spirochetes　are
implicated　as　etiological　agents　of　periodontitis　or，　to　say　the　Ieast，　peridontitis－related
species；recent　advance　of　anaerobic　cultivation　of　microorganism　has　facilitated　to　count
the　bacterial　mass　in　the　periodontitis　lesions．　Analyses　of　immune　response　has　greatly
progressed．　Experimental　reproduction　of　periodontitis　in　the　animals　has　been　performed．
　　Outlines　of　the　pathogenic　factors　including　colonization　factors，　cytotoxity，　im－
munopathological　responses，　elaborated　enzymes（proteases），　and　metabolic　products　of
these　periodontopathogens　were　reviewed．　Furthermore，　elastase　produced　by　Prevotella
intermedia　which　was　recently　characterized　by　our　group　was　discussed．
は　じ　め　に
　歯周病は古くから細菌感染に起因する慢性炎症
疾病と考えられ，その病原菌をめぐって種々の検
討がなされていた1・2）．しかし，本症の発病時期や
病変の進行程度の差異，さらには嫌気性細菌培養
の煩雑さなどとあいまって，歯周病原菌が必ずし
も明確ではなく，長い間経過した．罹患率が高く，
（1996年6月24日受付　1996年7月17日受理）
歯牙支持組織が破壊されて歯牙喪失の主原因とな
る成人歯周炎の病因に，近年多くの研究者が注目
を寄せ，極めて活発な検討がなされるようになっ
た．内因感染である本症の病因は，また複雑であ
るが今日，成人歯周炎に対する主要病原菌ないし
関連菌種が提示されるに至っている3・4）．本稿では
現在，歯周病原菌とされている菌種とその主要な
病原的諸因子を挙げ，とくにビルレンス因子とし
ての細菌プロテアーゼの役割について概説し，近
年，われわれが明らかにした歯周病原菌の1菌種
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である，Prevotella　intermediaのエラスターゼ5）に
ついて述べる．
1．歯周病原菌種と主な病原因子
　1）歯周病原菌種
　歯周病の病巣局所からは，歯周常在菌叢を構成
する菌種以外に特定の外来菌が検出されない．し
たがって，本症は明らかに内因感染に属する．内
因感染であって，歯牙支持組織の破壊とその進行
経過に関する本症の特殊性とあいまって病原菌断
定のためのKochの条件を完全に満たし得ない理
由から一層病原菌が暖昧となる．しかし，嫌気培
養技術や培地の開発など培養法の確立によって，
歯周病巣局所の細菌種やその定量的解析の結果，
歯周病巣で嫌気性ないし通性嫌気性グラム陰性桿
菌群とスピロヘータが著明に増量していることが
明らかとなった6・7）．さらに，これらの菌群は，多
彩な病原的因子を保有する8）こと，感染個体の免
疫学的応答9｝，実験動物での定着と歯周病の誘発
能1°・11）などの根拠に基づいて，今日，これらグラム
陰性桿菌群が歯周病原菌種とされ，とくに嫌気性
で黒色集落形成菌であるPomPhyromonas　gin－
givalisやPrevotella　inte7media　tgどが注目され
ている4・12）．表1に歯周病原菌種とその主な病原的
諸因子を示した．歯周病原菌といっても単一菌種
ではなく，多菌種にわたる13）こと，本症は単一菌種
によっての感染例は極めて希で，これらグラム陰
性桿菌種の混合による感染症と考えねぽならな
い．混合感染においては，それぞれ菌種の歯周組
織破壊に参画・関与するビルレンスの比率などに
ついては明らかではない．また，症例によっては
必ずしも検出病原菌種やその分布状況が一様でも
ない14）．したがって，歯周炎の寄生体（病原菌）側
からみれぽ症例によってこれらグラム陰性菌の菌
種の組合わせやそのビルレンス内容が異なるもの
と考えられる．
　2）病原的諸因子
　　（1）付着・定着
　歯周病原菌のなかで主要な病原菌として注目さ
れているP．　gingivalisをはじめとして，それぞれ
の菌種についての病原的諸因子が示されてい
る8）．
　歯周局所でビルレンスが発揮される前段階でま
ず，歯周病原菌の歯周局所への付着や定着が前提
となる．この付着・定着に関連する因子として線
毛があげられる．これらの線毛はP．　gingivalis，　P．
㌘云ε㎜α批ノ1．actinomycetemcomitansなどに認
められている15～17）．また，グラム陰性菌に共通す
る外膜由来の小胞体（リボ多糖）やLPS（内毒素），
爽膜なども付着や共凝集能に関連する因子として
これらの菌種に認められる8）．
　粘膜ないし上皮細胞表面への付着と赤血球凝集
能との相関性がある18）ことから，血球凝集能が付
着性の指標とされ，かつて線毛が血球凝集を起こ
すとされていたが，McBrideら19）は，この本態は
線毛ではなく外膜に存在する蛋白（M．W，43
KDa）であることを明らかにしている．これら血
球凝集素は，P．　gingivalisやB．ノ碗吻μsが保有
する．その他の定着因子として，P．　intermedia，　E．
表1：歯周病原菌種と主な病原的因子
PO沙吻romonas　gingivalis
Prevotella　intemaedia
Bacteroides　forsythzes
・4ctinobac〃as　actinomycetemcomitans
Eileenella　corrodens
Caクno〈rvtoPhaga　sp．
Fzesobaeten’U〃Z　nucleatum
Selenomonas　sp．
Ca卿lobacte夕rectus
TrOPone〃2αsp．
付着・定着：共凝集能，線毛，レクチン様蛋
　　　　　白，フィプロネクチン結合能，
　　　　　血球凝集素，小胞体，爽膜，外
　　　　　膜，共生・桔抗（ヘマチン，
　　　　　クテリオシン）
組織破壊（産生酵素：プロテアーゼ）　コフ
　　　　ゲナーゼ，ゼラチナーゼ，トリプ
　　　　シン様酵素，キモトリプシン様酵
　　　　素，エラスターゼ，その他
細胞毒性：ロイコトキシン，リボ多糖（内毒
　　　　素），揮発性脂肪酸，硫化物，イン
　　　　ドール，硫化水素など代謝産物
免疫応答：抗原，内毒素，アナフラトキシン，
　　　　炎症性サイトカイン
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coアo’odens．　F．　nucleatumなどのレクチン様蛋白，
T．denticolaのフィブPネクチンに対する付着能
など2°）があげられる．一方，定着過程や定着菌叢内
では，生物学的共生・拮抗といった菌種相互作用
も存在する21）．われわれは，黒色集落形成のP．
gingivalisやP．　intermediaのヘマチンが主に
StrcPtococczts　mutansやActinomyces　viSCOSUSな
どグラム陽性菌に抗菌性を有すること22・23）（図1
－A），また，これとは別に，バクテリオン様活性
　（メラニノシン）を有する24）こと（図1　B），
CmpnocytoPhaga　sp．中でおもtlc　StrOPtococcus
sanguisなどグラム陽性菌に抗菌性を有するバク
テリオンも認めている25｝（図2）．これら抗菌活性
が歯周局所で他菌種の定着や増量に影響を及ぼす
ことが考えられる．
　　（2）細胞毒性
　A．actinomycetemcomitansおよびC．　rectZtsが
白血球に対して毒性を示すロイコトキシンを産生
する26・27）．前老のロイコトキシンは分子量11．5
KDaの易熱性蛋白で外毒素に相当する．一方，歯
周病原菌種は，いずれもグラム陰性菌であり，内
毒素を保有する．各菌種でその活性に程度の差が
認められるが歯槽骨の吸収や補体活性化など様々
な生物活性を示す28・29）．また，ロg㌘g⑫α庇　P．
intermedia，．4．　actinomycetemcomitansの爽膜保
有菌は抗食作用を示し3°，31），生体の防御機構を回
避する．さらに歯周病原菌が局所で増殖の結果，
硫化水素，インドール，揮発性脂肪酸などの代謝
産物が産生され，これが歯周組織細胞に対して有
害となる．また，R　gingivalis，　A．　actinomycetem　－
comitans，　T．　denticolaは，赤血球を破壊する溶血
毒を有し32・33），歯周局所で溶血が起きれば血液成
分を栄養として歯周病原菌のさらなる増殖を支持
する．
　　（3）免疫病理学的応答
　歯周組織破壊に歯周細菌の抗原成分が関与する
機序があげられる．歯周病原菌に対する抗体は当
該菌の排除の作用もあるが，歯周局所で生じた抗
原・抗体複合体が歯周組織に免疫病理学的炎症を
誘発する2°）．すなわち，免疫複合体や歯周病原菌の
内毒素そのものが歯周組織や歯肉溝液中に存在す
る補体を活性化させ，この結果アナフラトキシン
を放出させ炎症を誘発させたり，破骨細胞の活性
化を誘導する．また，炎症局所に遊走した好中球
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図1：黒色集落形成菌（B．melaninogeniZtS）の抗菌作
　　用
　　A：抽出ヘマチンによるStrOPtOCOCCZtS　mutans
　　　　の発育阻止所見
　　　B：抽出バクテリオシン（メラニノシン）によ
　　　　るActinomyces　viscosusの発育阻止所見
は，複合体を排除する過程でリボゾーム酵素など
を放出して歯周組織細胞を傷害する．また，黒色
集落形成のR　gingivalisやP．　intermediaなどの
歯周病原菌ないしその内毒素によって歯周局所に
集まる細胞からIL－1，IL－6やIL－8などの：炎症
性サイトカインを産生させる34・35）．歯周病原菌種
ないし関連菌の補体活性化能については奥田と高
添36）によって総説されている．また，免疫応答に
よって活性化されたT細胞やマクロファージから
のサイトカインとしてIL－1β（破骨細胞活性化
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因子），TNFγ，　IL－2などが知られ，これらサイ
トカインは歯周組織破壊に関与する34・35）．
　　（4）産生酵素（プロテアーゼ）
　歯周組織を直接破壊する病原的因子として細菌
の産生酵素があげられる．本稿では，とくにプロ
テアーゼを中心に述べる．一般に細菌プロテアー
ゼは，これまで感染局所の組織破壊を引き起こす
こと，組織内への細菌の進入を容易にする病原因
子として注目され，歯周病原菌についても多くの
検討がなされている．P．　g’lngivalis，　P．　intermedia，
A．actinomycetemcomitansおよびT，　denticola
がコラゲナーゼを産生する37””42）．コラゲナーゼ
は，酵素的作用のみならず，コラゲンへの付着機
序にも関与することも示されている43）．また，A．
actinomycetemcomitansを除く，これら菌種はゲ
ラチナーゼも産生し，とくtla　P．　gingivalisの活性
が強いとされる．また，P，　gingivalis　k’よびT．
den　tico　laのプロテアーゼは多種類におよび44｝（図
3），T．　denticolaのキモトリプシン様プロテアー
ぜ5）に加えて両菌種は，トリプシン様プロテアー
tfを保有する46・47）．われわれを含めた本酵素の検
討によってP．　gingivalisのこの酵素性状やその
多様性が明らかとなっている48“”52）．本酵素は，歯
周組織破壊に関与する他に定着機序にも関係す
る．すなわちP．　gingivalisの線毛が歯周局所への
付着に関与することはすでに述べたが，この付着
が本菌自身の産生するトリプシン様プロテアーゼ
（システインプロテアーゼ）によって促進される
ことも示されている53）．また，　R　gingivalisおよび
CaPnocytoPhaga　sp．にアミノペプチダーゼも認め
られている8・54）．
　近年，一般医学細菌領域における免疫病理学や
分子レベルでの検討から細菌プロテアーゼが直接
組織破壊を引き起こすほかに病態悪化に重要な役
割を演ずることも明らかとなってきた55）．すなわ
ち，細菌プロテアーゼの病原発現機構として，ま
ず，第1に生体内のプロテアーゼインヒビター（血
漿プロテアーゼインヒビター）の不活性化作用が
あげられる．細菌プロテアーゼがインヒビターを
不活化させることによって生体内プロテアーゼ
（凝固系，キニン，カリクレイン系，線溶系，補
体系などのセリンプロテアーゼ）が活性化されて，
この宿主由来のプロテアーゼが病態悪化を引きお
こす56）．第2に細菌プロテアーゼによるブラジキ
ニン産生系の活性化である．感染局所の疾痛や浮
腫（血管透過性尤進，血管平滑筋弛緩）の主原因
は，細菌プロテアーゼによってキニンカスケード
が活性化された結果キニノーゲンからブラジキニ
ン（アミノ酸9個から構成される内因性ペプチド）
が生じて起きる普遍的生体反応としてとらえられ
ている55）．一般にほとんどの細菌プロテアーゼが
直接高分子キニノーゲンに作用し，ブラジキニン
を遊離することが示されている55）．細菌プロテ
アーゼは，このように直接的，間接的に宿主のプ
ロテアーゼを活性化することによって多面的に感
染症の進行・悪化の原因に重要な役割を果たすこ
とになる．歯周病原菌プロテアーゼのこの領域で
の研究は少ないが，Kaminishiら57）は，　P．　gin－
9iJvalisプロテアーゼが凝固系カスケードを活性
化すること，Scottoら58）はキニノーゲンからブラ
ジキニンを遊離するプロテアーゼを示している．
第3は，細菌プロテアーゼが液性の感染防御に関
与する補体やその活性化によって生じたフラグメ
ントや免疫グロブリソを分解することによってケ
モタキシスの誘発や殺菌効果を抑制する5‘j’6°）．事
実，歯周病原菌種中，P．　gingivalis．　P．　intei’media
およびαaPnoのytoPhagct　sp．のプロテアーゼが
IgAおよびIgGを分解する8・52’61｝．
2．Prevo彦ella　inte7’mediaのエラスターゼ
　エラスターゼは，結合組織のエラスチン（弾性
線維構成硬蛋白）を分解して組織破壊を引き起こ
A ）
←
図2：CaPnocytoPhaga　ochraeeaのバクテリオシン
　　A：精製・》テリオシンのSDS－PAGE
　　　B：精製ノミクテリオシンによるStrePtococcus
　　　　sangttisの発育阻止所見
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図3：TrePonema　4ε％旋o似菌体から超音波処理によって抽出したプロテアーゼ
　　粗酵素のイオン交換（Q・Sepharose）クロマトグラフィー
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す．事実，ヒトの白血球エラスターゼが歯周組織
を破壊することが電顕的所見で示されている62）．
また，歯肉溝滲出液中には，エラスターゼやコラ
ゲナーゼが検出される63・64〕．これらのプロテアー
ゼは，細胞由来とされているが，この歯周組織破
壊の関与も指摘されている．細菌エラスターゼに
ついては，一般医学領域でPseudomonas　aer－
orginosaのエラスターゼがよく研究され，本菌の
主要なビルレンス因子となっている65・66）．一方，口
腔細菌については，Hartman　and　Murphy67）およ
びMurphy68）が口腔ブドウ球菌のエラスターゼを
報告しているに過ぎず，歯周病原菌種を含めた歯
周細菌についての報告がみられない．われわれは，
上述のエラスターゼによる歯周組織破壊への関与
の背景から歯周細菌のエラスターゼ属性について
検討した5）．
　成人歯周炎患者（12例）の病巣材料をエラスチ
ン（粉末）加GAM寒天培地で嫌気培養後，明瞭
な分解帯を形成する集落を調べたところ，5例の
病巣材料にエラスチン分解性集落が検出された．
この成績は，歯周病巣にエラスチン分解性菌が広
く分布することを示唆する．このエラスチン分解
性菌株は，いずれも血液平板で黒色集落を形成す
るグラム陰性桿菌で，その生物学的・血清学的性
状からP．intermediaと同定された（図4－A）．
P．　gingivalisを含めた他の歯周病原菌種（株）にっ
いて調べたが，いずれの細菌にもエラスチン分解
能が認められなかった．また，本研究で明らかと
なったエラスチン分解能は，P．　intermediaの普遍
的属性ではなく，菌株レベルとみられる．
分nt　P．　intermedia（EL－2－1）菌株から酵素を
抽出・精製してその性状を調べた．なお，酵素活
性の測定は，主に合成基質（Glt－Ala－Pro－Leu
－pNA，　Sigma）を用い，産生性についてみると，
活性は，培養上清中には認められず，菌体の超音
波処理試料にのみ検出された．また，この試料を
超遠心分画（100，000×G，60分）すると，活性の
84％がエンベロープ画分に残存し，強い膜結合性
を示唆した．この酵素は，6Mグアニジン塩酸のデ
タジェントに対しても活性に影響がない特性を有
し，エンベロープ画分から6Mグアニジン塩酸に
よって完全に抽出・可溶化された（表2）．
　酵素の精製は，イオン交換，ゲル濾過および疎
水結合（Phenyl－Sepharose　CL－4B）カラムクロ
マトで行った（図5）．精製試料は，SDS－PAGE所
見で単一バンドが得られ，本菌エラスターゼが高
純度に精製できた（図6）．酵素の分子量は，
31KDa（SDS－PAGE）でヒトの白血球エラスター
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ゼ（30KDa）やASPergillus　fumigatusのセリンプ
ロテアーゼ（32KDa）の分子量と近似していた．
本酵素の作用至適pHは7．5～8．0で60℃，10分で
失活する易熱性であった．酵素活性は，EDTA，
Ca2＋，　Mg2＋によって影響がなく，DFP，　PMSFお
よびTPCKで強い阻害を受ける（表3）ことから，
本菌エラスターゼは，セリンプロテアーゼに属す
ると考えられる．この酵素の基質特異性は，エラ
スターゼ用の合成基質Glt－Ala－Ala－Pro－Leu
－pNAと同程度にMetsuc－Ala－Ala－Pro－Val
図4：Prevotella　intenuediaのエラスチン（粉末）分
　　解能
　　　A：分離菌株の分解所見
　　　B：精製エラスターゼの分解所見
一pNAを分解し，また，エラスチン粉末，ゼラチ
ン，スキムミルクおよびアルブミンを分解した（図
4－B）．しかし，アゾカゼイ，コラーゲン（type
I）などには作用しなかった（表4）．
　歯周病原菌を含めた歯周細菌についてのエラス
ターゼ属性は，これまで不明であった．近年，わ
れわれの研究によって歯周病巣中にエラスチン分
解性菌が存在すること，本分解菌は，歯周病原菌
種の1菌種であるP．intermediaであることが明
らかとなった．エラスターゼはPs．　ael’zaginosaの
主要なビルレンス因子とされている．また，上述
のごとく細胞由来エラスターゼの歯周組織破壊の
関与か注目されており，このP．intemaediaのエ
ラスターゼの実証は，歯周病原菌の1つであるP．
intermediaの新たな病原的属性を提示したもの
といえよう．歯周病巣におけるこのP．inte7media
の増量i4｝を考え合わせると，感染局所で他の歯周
病原菌や細胞由来のプロテアーゼとともに本菌エ
ラスターゼも歯周組織破壊に関与するものと考え
られる．
お　わ　り　に
　成人歯周炎に対する歯周病原菌ないし関連菌種
は，多種類におよびまた，これらの病原的因子が
極めて多様であることが提示されている．将来さ
らに病原菌種やその病原因子が検討され追加され
るものと思われる．いずれにしても内因感染症で，
かつ混合タイプとみられる成人歯周炎の病因は，
複雑であり，各菌種やその病原的諸因子に起因し
た各ビルレンスの歯周組織を破壊ないし進行悪化
をもたらすウェートも不明確である．しかし，歯
牙喪失の主原因となる成人歯周炎の予防には，こ
れら病原菌種ひいては病原的諸因子抑制の手段が
期待されるところである．
表2：Pf’evotella　inteimediaエラスターゼの膜画分からの抽出可溶化
Detergents＊ 　　　Total　activity（U）in：solubilized　Fr．＊＊　　　insoluble　Fr，＊＊
1％N・lauroylsarcosine
1％Emulgen　109P
1％Triton　X100
4M　Guanidine　hydrochloride
6M　Guanidine　hydrochloride
0．45
0．12
0．33
1．66
2．46
2．41
2．54
2．24
0．92
0
＊　24時間（4℃）処理
’＊ ?揩ｵた膜画分の超遠心（100，000×G，40分，4℃）分離画分
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表3
中村　’歯周病原菌の病原的諸因子
Prevotella　intermediaエラスターゼに対する各種阻害剤および金属イオソの影響
Reagents　and　metal　ions
Concn
（mM）
Enzyme　activity
　　　　　（％）
Control
DFP（serine　protease　inhibitor）
PMSF（serine　protease　inhibitor）
N－Ethylmaleimide（thiol　protease　inhibitor）
Iodoacetic　acid（thiol　protease　inhibitor）
TLCK（trypsin　inhibitor）
TPCK（chymotrypsin　inhibitor）
EDTA（chelating　reagent）
EGTA（chelating　reagent）
1，10・Phenanthroline（chelating　reagent）
2－ME（reducing　reagent）
CaCl2
MgCI2
ZnCl2
0．l
O．1
1．0
1．0
0．5
0．5
1．0
1．0
1．0
1．0
1．0
1．〔｝
1．0
100
　0
　0
102
1、13
86
　6
92
90
99
105
113
110
38
表4　Pi’evotella沈吻微θ4砲エラスターゼの基質特異性
Substrate Enzyme　activity（％）
Glt－Ala－Ala－Pro－Leu・pNA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100
　（pancreatic　elastase）
Metsuc・Ala・Ala・Pro－Val－pNA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　112
　（human　leukocyte　and　pancreatic　elastase　substrate）
Suc－Ala－Ala－Ala－pNA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O
Suc・Ala－Pro－Ala－pNA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　37
Suc－Ala・Ala・pNA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4
Suc－Ala－Ala－Pro－Phe－pNA　　（chymotrypsin　substrate）　　　　　　　　　　1
Azocasein　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．－
Azoalbmin　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－
Azocoll　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－
Collagen　type　l　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－
Elastin，　powder　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十
Gelatin　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十
Skim　milk　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十
Albumin，　bovine　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十
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